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Forord 
Denne rapport er opbygget af to forskellige dele. Den første del af projektet er blevet skrevet som en artikel. 
Denne del indeholder afsnit der normalt findes i en artikel: Introduktion, materialer, metode, resultater, 
diskussion, konklusion. Dernæst findes et bilag med teori afsnit der beskriver materialer og metode i dybden, 
samt de resultater der ikke blev skrevet ind i artiklen. Der findes en litteraturliste kun for artiklen og en for 
bilaget.  
 
Abstract 
The complexation of two cyclodextrins, γ-CD and 2-hydroxypropyl-γ-CD (HP-γ-CD), with a degree of 
substitution of 0,6, with three bile salts, GC, GDC and GCDC, were studied using Isothermal Titration 
Calorimetry (ITC) at 5-55 °C. The structures of the complexes were examined using 2D ROESY NMR. The 
goal was to determine the HP-substituent effect on the complexation, and determining the temperature 
dependency for, ΔS, n, K og ΔG° for the complexation. The structure of the complexes revealed the C-ring, 
D-ring and half the B-ring of the bilesalts to be included in the cyclodextrin. There were formed 1:1 
complexes in 5 out of 6 instances. The γ-CD/GDC complex showed another reaction at low temperatures 
compared to the rest, and it was not possible to determine the stoichoimetry. γ-CD has shown to make the 
strongest complexes. The binding stability for the bile salts were GCDC>GDC>GC. The differences were 
caused by the amount and the placement of the OH-groups, and an OH-group on C12 had a large negative 
impact on the binding stability. ΔH and ΔS were determined to be almost linearly temperature dependent, 
while ΔG° was shown to be relatively temperature independent. ΔCp for HP-γ-CD complexes was 
determined to be significantly more negative, compared to the corresponding  γ-CD complexes. ΔCp were 
converted to a change in the accessible hydrophobic surface area (ΔASAnp). The HP-γ-CD complexes 
experienced a larger dehydration in the hydrophobic surface area than the γ-CD complexes. The HP-
substituents are thought to place themselves next to the hydrophobic parts of the bile salt which are not 
included in the cyclodextrin cavity, thereby causing an increased hydrophobic dehydration. The HP-
substituents were estimated to dehydrate approximately 20 Å
2
 for the GC complexes, and approximately 30 
Å
2
 for the GDC/GCDC complexes. 
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Undersøgelse af inklusionskomplekser mellem glykokonjugerede galde-
salte og γ-cyklodextrin og (2-hydroxypropyl)-γ-cyklodextrin ved brug af 
ITC og NMR
Mike Paw Hansen, Martin Kærgaard, Jonatan Køhler og Alexander Svanbergsson
Institut for Natur, Systemer og Modeller
Roskilde Universitet
Dannelsen af inklusionskomplekser mellem de to cyklodextriner, γ-CD og (2-hydroxypropyl)-γ-CD (HP-
γ-CD med substitutionsgrad 0,6), og de tre galdesalte GC, GDC og GCDC blev undersøgt med Isother-
mal Titration Calorimetry ved 5-55 °C. Strukturen af komplekserne blev undersøgt med 2D ROESY NMR. 
Formålet var, at undersøge HP-substituenternes effekt på kompleksdannelsen, samt fastslå temperaturafhæn-
gigheden af ΔH, ΔS, n, K og ΔG° for kompleksdannelsen. Strukturen af alle komplekser viste C-, D-ringen 
og halvdelen af B-ringen på galdesaltet blev inkluderet i cyklodextrinen. Der blev dannet 1:1 komplekser 
i 5 af 6 tilfælde. Ved lave temperaturer viste γ-CD:GDC komplekset en anden reaktion end de øvrige, og 
det var ikke muligt at fastslå en støkiometri. Det blev fundet, at de stærkest bindende komplekser var med 
γ-CD. Bindingsstyrken for galdesaltene var GCDC>GDC>GC. Forskellen tilskrives antallet og placeringen 
af OH-grupper, hvor især OH-gruppe på C12 havde en negativ effekt på bindingsstyrken. Der blev fast-
slået en tilnærmelsesvis lineær temperaturafhængighed af ΔH og ΔS, mens ΔG° viste sig relativt tempera-
turuafhængig. ΔCp blev fundet til at være signifikant mere negativ for HP-γ-CD komplekser end for de 
tilsvarende komplekser med γ-CD. ΔCp blev omregnet til en ændring i det tilgængelige hydrofobe overfla-
deareal (ΔASAnp). Det blev vist, at HP-sustituenterne på HP-γ-CD i alle tilfælde gav en større dehydrering 
af det hydrofobe overfladeareal, hvilket forklares, med at HP-sustituenterne lægger sig langs de hydrofobe 
dele af galdesaltet, der ikke er inkluderet i cyklodextrinens hulrum. Det estimeres, at hver HP-sustituent 
dehydrerede henholdsvis ca. 20 Å2 og ca. 30 Å2 for komplekser med henholdsvis GC og GDC/GCDC.
Indledning
Cyklodextriner er ringformede oligosaccharider, hvor de 
mest almindelige er opbygget af 6, 7 eller 8 glykopyrano-
seenheder, og hedder henholdsvis α-, β- og γ-cyklodextrin.1,2 
For alle cyklodextriner gælder det, at glykopyranoseen-
hederne er kovalent bundede med α-1, 4 bindinger (se 
figur 1).1,2 På grund af disse bindinger begrænses den 
frie rotation af glykopyranoseringene, hvilket resulterer 
i den karakteristiske keglestubsform, der ses i figur 2. 
Indersiden består hovedsageligt af carbon- og oxygen-
skelettet, mens hydroxygrupperne på C2 og C3 sidder ved 
den sekundære (store) åbning, og hydroxygruppen på C6 
sidder ved den primære (smalle) åbning. Det ses i tabel 1, 
at de fysiske og kemiske egenskaber for cyklodextriner 
varierer med antallet af glykopyranoseenheder. 
Da cyklodextriner består af en polær yderside og et 
upolært indre hulrum, kan et upolært medikament binde 
sig til det hydrofobe hulrum, hvorved der skabes et inklu-
sionskompleks mellem cyklodextrinen og medikamentet, 
som har en højere vandopløselighed end medikamentet 
alene.4 Vandopløseligheden for α-, β-, og γ-cyclodextrin 
kan ses i tabel 1. 
Naturl igt  forekommende cyklodextriner kan modifi-
ceres ved tilføjelse af substituenter på O2, O3 og O6 på 
glykopyranoseringen (se figur 1). En ofte benyttet sub-
stituent er hydroxypropyl (HP), der anvendes til forøgelse 
af vandopløseligheden.4
Dannelsen af et inklusionskompleks giver, udover den 
øgede vandopløselighed, medikamentet en beskyttelse 
mod nedbrydning.1 Cyklodextriner ses derfor ofte brugt 
til kompleksdannelse med medikamenter i forbindelse 
med oral dosering af medicin.5 Når inklusionskomplekser 
gennem oralt indtag når tarmsystemet, vil medikamen-
Tabel 1. Index over fysiske og kemiske egenskaber for tre cyclodex-
triner. Modificeret fra Loftsson og Brewster.1
Figur 1. En af 8 glykopyranoseenheder i γ-CD. I naturlig 
γ-CD er R
2
, R
3
 og R
6
 = H. I HP-γ-CD kan R
2
, R
3
 og R
6
 være 
H eller CH
2
CHOHCH
3
. Modificeret fra Schönbeck et al. 3.
Figur 2. Strukturen af γ-CD. Fra Loftsson og 
Brewster1.
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terne i indgå i en kompetitiv binding med galdesalte til 
cyklodextrinen. Herved frigives medikamenterne og kan 
derefter optages gennem tarmvægen. 
Da galdesalte indgår i frigivelsen af medikamenterne 
fra inklusionskomplekserne, er interaktionen mellem 
galdesalte og cyklodextriner interessant at karakterisere. 
Der har været flere studier af interaktionen mellem 
β-CD (naturlig og med forskellige substituenter) og 
galdesalte,3, 5-9 men kun meget få om γ-CD og galdesalte. 
HP-γ-CD:galdesalt interaktionen er, så vidt vi ved, kun 
undersøgt af Holm et al.10. 
Vi ser derfor nærmere på interaktionen mellem γ-CD/
HP-γ-CD og de glycokonjugerede galdesalte glycocholate 
(GC), glycodeoxycholate (GDC) og Glycochenodeoxycho-
late (GCDC), som er tre af de syv hyppigst forekommende 
galdesalte i hunde, rotter og mennesker.11 Den generelle 
struktur for glykokonjugerede galdesalte samt en oversigt 
over substituenterne findes i figur 3.
Til karakteriseringen af de termodynamiske egenskaber 
for kompleksdannelsen anvender vi Isothermal Titration 
Calorimetry (ITC) i temperaturintervallet 5-55 C°. Denne 
metode er en direkte måde at bestemme ændringer i vigtige 
termodynamiske størrelser som bindingskonstant (K), 
molær kompleksationsenthalpi (H), isobarisk varmeka-
pacitet (Cp) og støkiometri (n). Da vi undersøger disse 
egenskaber over et temperaturinterval, kan vi også under-
søge temperaturafhængigheden af disse størrelser samt 
forskellene mellem de forskellige inklusionskomplekser.
HP-substituenternes rolle i  forbindelse med kom-
pleksdannelsen undersøges ligeledes. Det menes, at HP-
substituenternes primære effekt er, at de dehydrerer det 
hydrofobe område af galdesaltet, der ikke er inkluderet i 
komplekset.3 Da det dehydrerede hydrofobe overfladear-
eal er relateret til ΔCp,12 undersøges denne hypotese ved 
at måle ΔCp. Ved at måle ΔCp bliver det også muligt at 
bestemme bindingskonstanten for kompleksdannelsen 
for enhver ønsket temperatur. 
Inklusionskompleksernes struktur undersøges med 2D 
ROESY NMR, hvilket sammenholdt med ITC resultaterne 
bør give et godt indtryk af kompleksernes egenskaber.
Metode
Materialer: Natrium salte af galdesaltene deoxycholate 
(GC) (3α,12α-Dihydroxy-5β-cholanicacidsodium salt, 
7-Deoxycholic acid), glycodeoxycholate (GDC) (3α,12α-
Dihydroxy-5β-cholan-24-oic acid N-(carboxymethyl)amide) 
og glycochenodeoxycholate (GCDC) (3α,7α-Dihydroxy-
5β-cholanoicacid N-(carboxymethyl)amide) var købt fra 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Cyklodextrinerne γ-CD 
og HP-γ-CD med en substitutionsgrad på 0,6 var ligeledes 
købt fra Sigma-Aldrich. Stofferne blev opløst i milli-Q 
vand og blev ikke oprenset yderligere inden brug.
NMR spektroskopi: NMR spektroskopi blev udført 
ved 25 °C på en Bruker Avance-600 NMR (BrukerBiospin, 
Rheinstetten, Germany) spektrometer som opererer på 
14,1 T. 16 skanninger blev kørt på 1D 1H-NMR, 1024 
skanninger på 13C (attached proton test (ATP)), mens 2D 
spektrene HSQC og HMBC, blev optaget med henholdsvis 
8 og 2 skanninger.  De anvendte cyklodextrinopløsninger 
var 10 mM, mens der blev optaget spektre af galdesaltso-
pløsninger ved 2 mM. 2D ROESY NMR var udført med 16 
skanninger på prøver indeholdende 10 mM cyklodextrin 
og 10 mM galdesalt i D2O.
Massespektroskopi: Samme metode som Schönbeck 
et al.3
Isothermal Titration Calorimetry:  Inden ITC for-
søgenes opstart blev galdesaltene (GC, GCDC og GDC) 
samt cyklodextrin dehydreret i en vakuumovn ved 55 C° 
i mindst 48 timer. Efter tørring blev stofferne afvejet og 
opløst i 50 mM fosfatbuffer med en pH 7.1. 
Forsøgene blev udført på en Microcal VP-ITC titration 
microcalorimeter (MicroCal, Northhampton, MA). Alle 
anvendte stoffer blev afgasset ved brug af TermoVac 
inden påfyldning. Målinger blev foretaget ved tempera-
turer fra 5-55 C° med 10 C° interval. Referencecellen 
indeholdt milli-Q vand. 
Opløsningen af γ-CD eller HP-γ-CD blev titreret 
ned i en galdesaltsopløsning (GC, GDC eller GCDC). I 
alle forsøg blev den første injektion sat til 2 μL, og de 
efterfølgende 28 injektioner til 10 μL med et tidsinterval 
på 300 sekunder mellem hver injektion. Begge cyklo-
dextriner blev titreret ned i ren fosfatbuffer ved alle 
målte temperaturer for at måle fortyndingsenthalpien af 
disse. Denne værdi fratrækkes måledataene ved denne 
temperatur, hvilket giver den reelle enthalpi af hver 
kompleksdannelse. 
Hver enkelt måling blev analyseret ved hjælp af Mi-
crocals ITC Origin softwaren (version 7.0), ved at fitte 
måledataene til en ”One Set of Sites” model, som giver 
den bedste linje gennem dataserien. Ved denne proces 
er der taget højde for koncentrationen af cyklodextrino-
pløsningerne og galdesaltsopløsningerne, som ligger på 
henholdsvis 9,85-10,07 mM for cyklodextrinerne og 0,9-
1,07 mM for galdesaltene.Ud fra denne model udtrykkes 
støkiometrien (n), den molære kompleksationsenthalpi, 
(ΔH) og stabilitets konstanten (K). Det er herved muligt 
at udregne entropi (ΔS) og Gibbs frie energi (ΔG°) ved 
hjælp af: 
Hvor er R er gaskonstaten 8,3145 J/(mol•K) og T er den 
absolutte temperatur.
Figur 3. Øverst ses den generel struktur af et glykokonjugeret galdesalt, hvor ta-
bellen nedunder viser hvilke substituenter der sidder på henholdsvis R1 og R2 for 
GCDC, GDC og GC. Modificeret fra Schönbeck et al. 3.
(1)
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Resultater
Beskrivelse af cyklodextriner og galdesalte 
For at karakterisere de anvendte cyklodextriner og galde-
salte blev der optaget 1H-NMR, 13C-NMR, HMBC, HSQC 
og H2BC spektre. Der står nærmere om tilordningen af 
protonerne og kulstofatomerne for cyklodextriner og 
galdesalte i bilag.
Den gennemsnitlige substitutionsgrad (SG) af HP-γ-
CD blev undersøgt med MALDI-TOF og 1H-NMR. 
Som det ses på MALDI-TOF spektret (figur 4), findes 
der i HP-γ-CD mange forskellige substitutionsgrader, alle 
med forskellige intensiteter. Ved hjælp af intensiteterne 
af de forskellige toppe, kan man udregne SG af HP-γ-
CD ved formlen:
hvor I i er intensiteten af top i, og SG i er substitutions-
graden af top i.
SG udregnes også ved at kigge på arealerne af de 
forskellige protoner i 1H-NMR spektret for HP-γ-CD. 
Integralet for de tre methyl protoner (Hc) på HP-kæden 
sammenlignes med arealet for et cyklodextrinproton, og 
herfra kan SG bestemmes. 
Da SG ved 1H-NMR er meget nærmere den oplyste værdi 
end ved MALDI-TOF, er det denne værdi, vi vil benytte 
fremefter.
HP-gruppen i HP-γ-CD kan sidde på O2, O3 og/eller O6 
(se figur 1). Da en HP-gruppe på eksempelvis O2 ændrer 
det kemiske skift for H1, kan man, ved at sammenligne 
integralet af H1 med integralet af H1’ (H1, hvor der er 
en HP-gruppe på O2), se, hvor stor en andel af de 0,6 
HP-grupper per glukoseenhed, der sidder på O2. Dette er 
kun muligt, at gøre med O2, da de kemiske skift for både 
H4, H5 og H6 ligger oveni hinanden, og det derfor ikke er 
muligt at måle integralerne nøjagtigt. Ud fra arealerne af 
H1 og H1’ findes det, at der på hver glukoseenhed sidder 
0,36 HP-kæder på O2 (se figur 5). Eftersom der totalt 
sidder 0,60 HP-kæder per glukoseenhed må det betyde 
at 61 % af substituenterne sidder på O2.
Beskrivelse af strukturen af de forskellige 
inklusionskomplekser
Der blev optaget 2D ROESY NMR af alle 6 inklusion-
skomplekser for at undersøge strukturen. Protonerne i 
de 6 komplekser blev tilordnet ved hjælp af HSQC og 
HMBC spektre (se bilag). På figur 6 og 7 ses udsnit af 
ROESY spektrene for henholdsvis γ-CD:GCDC og HP-
γ-CD:GCDC. ROESY spektrene viser protonkoblinger 
gennem rum, og ikke gennem kemiske bindinger. 
Der er kun relativt små forskelle mellem de 6 under-
søgte inklusionskomplekser, hvilket viser, at strukturerne 
er meget ens. På figur 6 og 7 er de vigtigste koblinger 
markeret. Det ses af spektrene, at det er de to indvendige 
cyklodextrinprotoner H3 og H5, samt H6, der laver kob-
linger til galdesaltsprotonerne. H6 sidder ved den primære 
(den smalle) åbning på cyklodextrinen, og viser i alle 
spektre en stærk kobling til P21, P22 og P23. Spektrene 
tyder ligeledes på, at H6 har en svag kobling til P16, men 
da denne proton ligger i et område af spektret med mange 
protoner, er det svært at bekræfte endeligt. H5, der sid-
der i midten af cyklodextrinens hulrum kobler til C- og 
D-ringens protoner som P8, P15, P16, P12, P14, samt 
metylgrupperne P18, P19 og P21. H3, som sidder ved den 
sekundære (den store) åbning på cyklodextrinen kobler 
i alle tilfælde stærkt til P19 og i svingende grad til P6, 
P7, P8, P9, P11, P12, P14 og P15. På ingen af spektrene 
ses en nævneværdig kobling til protoner på A-ringen.
Koblingsmønstrene tyder på, at alle kombinationer af 
cyklodextriner og galdesalte danner 1:1 inklusionskom-
plekser, og har en struktur hvor hele C- og D-ringen 
af galdesaltet er inkluderet i cyklodextrinen. ROESY 
spektrene tyder derudover på, at den sekundære åbning 
på cyklodextrinen delvist dækker B-ringen af galdesaltet, 
mens ”halen” af galdesaltet stikker ud af den primære 
åbning. Cabrer et al.9 kommer frem til samme struktur 
ved undersøgelse af γ-CD:galdesalt komplekser.
Figur 4. MALDI-TOF spektrum af HP-γ-CD
Tabel 2. SG af HP-γ-CD fundet ved MALDI-TOF og H-NMR samt oplyst 
SG fra producenten.
Figur 5.  1H-NMR af HP-γ-CD. De relative integraler, der er brugt i 
udregninger ses. Toppene mellem 3 og 4 ppm er ikke adskilt nok til, at 
man kan se de enkelte integraler for H4, H5 og H6.
(2)
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Ingen  ha r  t id l ige re  undersøg t  s t ruk tu ren  a f  HP-γ -
CD:galdesalt komplekser, men strukturen synes ikke at 
være mærkbart anderledes end for komplekser med naturlig 
γ-CD. Dette er i fin overensstemmelse med Schönbeck 
et al.3, som fandt, at der ikke var nogen nævneværdig 
strukturel forskel på HP-β-CD:galdesalt komplekser med 
varierende substitutionsgrad af HP-β-CD. Vores resultater 
fra ROESY spektrene bekræfter desuden konklusionen 
fra Cabrer et al.9, at strukturen af γ-CD:galdesalt kom-
plekser ikke ændres ved skiftende galdesalte. Dette er 
i modsætning til komplekser mellem β-CD:HP-β-CD 
og galdesalte, hvor galdesalte uden OH-gruppe på C12 
(f.eks. GCDC) inkluderes dybere i cyklodextrinen end 
andre galdesalte.3, 5, 6, 9 Denne forskel tilskrives, at γ-CD 
har et større hulrum, der gør den i stand til at inkludere 
galdesaltsmolekyler dybere.
Figur 6. Del af tilordnet ROESY-spektrum for HP-γ-CD:GCDC.
Figur 7. Del af tilordnet ROESY-spektrum for γ-CD:GCDC
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Isothermal Titration Calorimetry (ITC)
I figur 8 ses to eksempler på data fra vores ITC forsøg. Der 
er vist både ethalpogrammer og de integrerede måledata. 
Alle data er fratrukket fortyndingsenthalpi. Analysen af 
dataene er foretaget med programmet ”Microcal, LLC 
ITC” ved brug af ”One Set of Sites” modellen. Denne 
model giver støkiometri (n), stabillitetskonstanten (K) og 
den molarekompleksationsenthalpi (ΔH°). Ud fra disse 
udregnes ΔS° og ΔG°. Alle disse værdier kan ses i tabel 3.
Støkiometri
I størstedelen af de målte kompleksdannelser lå støkio-
metrien, n, tæt på 1, hvilket bekræfter dannelsen af 1:1 
komplekser mellem cyklodextrin og galdesalt. Dette er 
i overensstemmelse med tidligere observationer.9, 10 Da 
værdierne ligger spredt omkring 1, har vi medtaget alle 
værdier indenfor et interval af 1 ± 0,25. Måledata der lå 
uden for denne grænse blev frasorteret.
Kompleksdannelsen mellem γ-CD og GDC viste ikke 
samme støkiometri som de andre komplekser. Ved 5 °C 
var n-værdien under 0,5, mens den steg til 0,51 ved 15
°C og forsatte stigningen ved forøgelse af temperaturen, 
indtil den nærmede sig 1 ved ca. 35 C°. Dette tyder på, 
at der ikke er tale om 1:1 støkiometri i γ-CD og GDC 
komplekset ved disse temperaturer. 
Det ses tydeligt, at modellen ikke er i stand til at fitte 
dataene ordentligt, men det ses også, at der sker mere 
end én reaktion med γ-CD:GDC kompleksdannelsen. Der 
ses både en exoterm og en endoterm reaktion, hvilket 
forklarer hvorfor modellen der bygger på et bindingssted 
per galdesalt ikke kan fitte dataene. Det ses i øvrigt, at 
både det exoterme og endoterme udsving er relativt små, 
og da den exoterme reaktion bliver kraftigere og kraftige 
ved højere temperaturer, kan man ikke se de små udsv-
ing, som muligvis stadig sker. Dette kunne altså forklare, 
hvorfor der ikke ses samme tendenser med γ-CD:GDC 
komplekset ved højere temperaturer. Der sker sandsyn-
ligvis stadig en sekundær ukendt reaktion, men den 
bliver overdøvet fuldstændig af den primære reaktion 
ved højere temperaturer.
Der har tidligere været rapporteret om 2:1 støkiometri 
mellem GDC og β-CD,6, 9, 13 men aldrig for komplekser 
med γ-CD:GDC. ROESY-spektret for γ-CD:GDC viser 
ikke tegn på 2:1 støkiometri, men dette kan skyldes, at 
nummer to γ-CD binder sig meget svagere til GDC end 
den første, eller at den konstant skifter bindingssted.
Man kunne spekulere i om et 2:1 γ-CD:GDC kompleks 
det Cabrer et al.9 foreslår for 2:1 β-CD:GDC kunne være 
til stede.
Figur 8. Eksempel på ITC måldata samt data fittet til en ”One Set of Sites” model. Øverst ses henholdsvis enthalpogrammer over HP- γ-CD med GCDC 
ved 45 °C (venstre figur) og γ-CD med GDC 5 °C (højre figur). Nedenunder disse illustreres fittet af modellen, hvor det ses, at modellen ikke er i stand 
til at beskrive reaktionen, der sker for γ-CD:GDC komplekset ved 5 °C.
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Temperatur 
(°C) 
Galdesalt Cyklodextrin n 
K 
(M-1) 
ΔH° 
(J/mol) 
ΔS° 
J/(mol·K) 
ΔG° 
(J/mol) 
5 GC γ-CD 0,94 ± 0,00209 5000 ± 538 -6916,15 ± 229,2 46 -19697,53
  HP-γ-CD 1,04 ± 0,0068 2500 ± 64 5008,25 ± 53,97 83,26 -18094,50
15  γ-CD 0,841 ± 0,00943 5600 ± 28,4 -9472,58 ± 15,34 38,86936 -20677,20
  HP-γ-CD 0,742 ± 0,0242 3410 ± 328 2627,13 ± 121,29 76,5672 -19488,75
25  γ-CD 0,832 ± 0,00171 4810 ± 41,2 -12903,47 ± 38,76 27,196 -21017,81
  HP-γ-CD      
35  γ-CD 0,92 ± 0,00446 3600 ± 70,2 -15012,19 ± 111,96 19,37192 -20980,35
  HP-γ-CD 1,21 ± 0,0217 1150 ± 63 -4962,22 ± 162,93 42,6768 -18056,54
45  γ-CD 0,619 ± 0,00407 2060 ± 22,8 -17309,21 ± 151,25 9,03744 -20184,54
  HP-γ-CD 0,961 ± 0,012 1350 ± 38,3 -9593,91 ± 186,82 29,74824 -19066,65
55  γ-CD 0,98 ± 0,00728 2120 ± 51,2 -20024,62 ± 241,67 2,631736 -20897,31
  HP-γ-CD 0,981 ± 0,0643 1090 ± 152 -12936,93 ± 1343,9 18,70248 -19082,27
        
5 GDC γ-CD 0,338 ± 0,0463 182000 ± 389100 -1784,06 94,14 -28010,61
  HP-γ-CD 0,903 ± 0,0048 6850 ± 22,84 12631,5 ± 95,56 118,83 -20425,58
15  γ-CD 0,507 ± 0,0124 11200 ± 1250 -6723,688 ± 221,42 53,9736 -22337,86
  HP-γ-CD 0,939 ± 0,0031 11600 ± 267 7229,95 ± 32,55 102,9264 -22421,94
25  γ-CD 0,783 ± 0,0125 9050 ± 816 -9485,13 ± 211,5 43,932 -22584,69
  HP-γ-CD      
35  γ-CD 0,864 ± 0,0083 10300 ± 681 -12359,54 ± 176, 4 36,73552 -23673,67
  HP-γ-CD 0,618 ± 0,00825 3420 ± 104 -4765,58 ± 86,86 52,30 -20848,93
45  γ-CD 0,904 ± 0,0075 10900 ± 614 -15418,04 ± 178,61 28,82776 -24591,69
  HP-γ-CD 1,01 ± 0,0069 5550 ± 220 -7769,69 ± 81,63 47,2792 -22806,23
55  γ-CD 0,904 ± 0,0442 7780 ± 2080 -20309,14 ± 1466,5 12,59 -24444,61
  HP-γ-CD 0,922 ± 0,0309 7500 ± 1490 -13292,57 ± 643,92 33,6812 -24344,61
        
5 GCDC γ-CD 0,929 ± 0,0046 76600 ± 6030 -4493,61 ± 31,92 77,40 -26009,19
  HP-γ-CD 0,911 ± 0,0166 64400 ± 17100 7957,97 ± 204,64 120,5 -25607,98
15  γ-CD 0,954 ± 0,00214 87000 ± 3330 -8811,504 ± 28,79 64,02 -27249,29
  HP-γ-CD 0,859 ± 0,0375 206000 ± 221000 2701,1904 ± 188,82 111,29 -31349,07
25  γ-CD 0,942 ± 0,00151 88000 ± 2410 -13677,496 ± 31,88 48,95 -28223,28
  HP-γ-CD      
35  γ-CD 0,981 ± 0,00167 65600 ± 1690 -16476,59 ± 39,78 38,74 -28417,25
  HP-γ-CD 1,02 ± 0,0061 21000 ± 1183 -8698,54 ± 70,46 54,392 -25498,86
45  γ-CD 0,875 ± 0,00103 55900 ± 879 -21208,7 ± 34,62 24,22536 -28916,16
  HP-γ-CD 1,05 ± 0,00406 21600 ± 814 -12740,28 ± 67,2 43,0952 -26400,86
55  γ-CD 1,01 ± 0,00207 37000 ± 911 -22342,56 ± 63,01 19,37192 -28699,18
  HP-γ-CD 0,954 ± 0,00351 25400 ± 923 -19756,85 ± 98,45 24,14168 -27672,84
 
 
 
 
Tabel 3. Samlet oversigt over de opnåede ITC måledata samt den udregnende ΔG°. Der er ingen data for komplekser med HP-γ-CD ved 25 °C, da 
reaktionen her var atermisk, og modellen derfor ikke kunne fitte dataene.
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Stabilitetskonstant
Stabilitetskonstanten, K, for de forskellige komplekser 
varierer afhængig af temperaturen, galdesalt- og cyklo-
dextrin-type. Det overordnede billede er, at komplekser 
med HP-γ-CD har en lavere stabilitetskonstant end de 
tilsvarende komplekser med γ-CD, hvilket også blev 
observeret af Holm et al.10.
Det ses i tabel 3, at K er højest for GCDC komplekserne. 
Forklaringen på dette findes i den manglende hydroxygruppe 
på C12 som findes i GDC og GC. Hydroxygruppen på 
C12 inkluderes i cyklodextrinen (se afsnit om ROESY 
NMR) og de hydrogenbindinger denne hydroxygruppe 
dannede til det omkringliggende vand skal brydes, hvilket 
resulterer i en lavere K-værdi. Det er samtidig ikke ter-
modynamisk favorabelt for kompleksdannelsen, at den 
polære hydroxygruppe på C12 bliver inkluderet i det 
upolære hulrum på γ-CD. Der kunne også være tale om, 
at en hydroxygruppe på C12 giver anledning til sterisk 
interferens i γ-CD hulrummet.10
Derudover kan det observeres, at γ-CD og HP-γ-CD er i stand 
til at diskriminere mellem GDC og GC. GC-komplekserne 
har lavest K-værdier, da GC har OH-grupper på både C7 
og C12. Dette hænger sammen med at hydroxygruppen 
på C7 bliver inkluderet i mindre grad i cyklodextrinen 
end den på C12, hvilket afspejles i en lavere K-værdi i 
forhold til GDC. Disse konklusioner stemmer overens 
med resultater fra Holm et al.10.
Termodynamiske resultater
Resultaterne viser, at både ΔH° og ΔS° er temperaturaf-
hængige for alle komplekser, hvilket også kan observeres 
på figur 9. 
Det overordnede billede er at, ΔH° er lavere for γ-CD 
komplekserne end for de tilsvarende HP-γ-CD komplekser 
ved samtlige temperaturer, og det samme gør sig gæl-
dende for ΔS°. Dette kan forklares med, at HP-kæderne 
dehydrerer det hydrofobe overfladeareal på galdesaltet, 
hvor vandmolekylerne var mere ordnede.3 Det kræver 
energi at få det ordnede vand omkring galdesaltet ud i 
bulkfasen, men det øger samtidig entropien.
ΔH° er negativ for komplekserne med γ-CD, mens 
ΔH° for HP-γ-CD komplekserne først begynder at blive 
negativ omkring 25 °C. Da ΔH° for komplekserne aftager 
med temperaturen (se figur 9), passerer alle HP-γ-CD 
komplekserne et punkt, hvor reaktionen er atermisk (ΔH° 
≈ 0), og der kan derfor ikke opnås brugbare resultater. 
Dette punkt indtræder ved ca. 25 °C, hvorfor vi ikke har 
nogle data for HP-γ-CD komplekser ved denne temperatur.
På figur 9 ses ΔG° for alle komplekser som funktion 
af temperaturen. Da ΔG° er et udtryk for stabilitetskon-
stanten (se ligning 1) fremgår det, som tidligere beskrevet, 
at GCDC binder sig stærkest af galdesaltene, og γ-CD 
laver stærkere bindinger end HP-γ-CD.
Figur 9. Grafer over ΔS°, ΔH° og ΔG° plottet mod temperaturen. Datapunkter udtrykt ved (●) repræsenterer komplekser medγ-CD, mens (▼) er for 
HP-γ-CD komplekser. Der ses en tilnærmelsesvis lineær temperaturafhængighed af både ΔH° og ΔS°, hvilket gør ΔG° næsten uafhængig af temperatur.
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Ændringen i varmekapacitet ΔCp findes via formlen:
ΔCp for kompleksdannelsen findes ved at tilordne en 
lineær tendenslinje til plottet for ΔH° som funktion af 
T, hvorved hældningen for tendenslinjen er ΔCp. I tabel 
4 ses værdierne af ΔCp for all komplekserne. Grafer 
med tilhørende tendenslinjer og konfidensintervaller 
kan ses i bilag. 
ΔCp er  s ignif ikant  mere negativ for  HP-γ-CD kom-
plekserne end for de tilsvarende γ-CD komplekser. Da 
ΔCp hænger sammen med ændringen i det tilgængelige 
overfladeareal (ΔASA),12, 14 kan forskellen i ΔCp tolkes 
som, at HP-kæderne dehydrerer en del af det hydrofobe 
overfladeareal på galdesaltet i komplekset. 
Der er flere modeller for, hvordan ΔCp hænger sam-
men med ΔASA.12, 15 Modellerne beskriver sammenhængen 
mellem ΔCp og ΔASAnp/ΔASAp, hvor ”np” står for upolært 
og ”p” for polært. Ifølge Myers et al.11 er en mulig sam-
menhæng mellem ΔCp og ΔASAnp/ΔASAp:
ΔCp i denne ligning har enheden cal/(mol∙K). Vi regner 
dog dette om til J/(mol∙K):
Proportionalitetsfaktoren for ΔASAp er under en tredjedel 
af den for ΔASAnp, hvorfor en ændring i det tilgængelige 
polære overfladeareal har mindre effekt på ΔCp, end en 
tilsvarende ændring i det tilgængelige upolære overfla-
deareal. Interaktionen mellem cyklodextrin og galdesalt 
sker, som beskrevet tidligere, primært i det upolære 
hulrum af cyklodextrin, og dette kombineret med den 
lavere proportionalitetsfaktor for ΔASAp gør, at vi vil se 
bort fra det bidrag ΔASAp yder til ΔCp. Derfor benyttes 
denne ligning til at udregne ΔASAnp:
De udregnede værdier for ΔASAnp kan ses i tabel 5. Ud 
fra disse tal beregnes forskellen i ΔASAnp mellem γ-CD 
komplekser og de tilsvarende HP-γ-CD komplekser (tabel 
5). Når denne forskel er kendt, udregnes det, hvor stort 
et bidrag til ΔASAnp hver HP-kæde giver. Dette sker ved 
at dele forskellen med det samlede antal HP-kæder per 
cyklodextrin, der blev bestemt ved bestemmelsen af SG 
for HP-γ-CD.
Resultaterne viser, at for komplekser med GC dehydr-
eres 19 Å2 hydrofobt overfladeareal per HP-kæde, mens 
værdierne for GDC og GCDC er meget ens på henholdsvis 
32 og 31 Å2. Værdierne er henholdsvis to og tre gange 
det, som Schönbeck et al.3 fandt ved forsøg med HP-
β-CD. Dette kan skyldes forskellene mellem benyttede 
cyklodextrin, men også valget af metode til udregning 
af ΔASAnp. Schönbeck et al.
3 finder ΔASAnp ud fra den 
forøgelse af ΔS° der observeres når antallet af HP-kæder 
øges, ved brug af en model fra Costas et al.14. Denne 
forskel i udregningsmetode kombineret med forskellen 
mellem HP-β-CD og HP-γ-CD kan gøre det svært at 
sammenligne resultaterne direkte. Det kan dog konklu-
deres, at HP-kæderne har samme overordnede effekt på 
HP-γ-CD som på HP-β-CD, ved at de dehydrerer en del 
af det hydrofobe overfladeareal på galdesaltet, der ikke 
bliver inkluderet i cyklodextrinens hulrum. Forsøg med 
HP-γ-CD af forskellig substitutionsgrad kunne yderligere 
bekræfte denne effekt af HP-kæderne.
Schönbeck et al.3 foreslår som forklaring på HP-kædernes 
effekt på HP-β-CD komplekser, at HP-kæderne, der sid-
der ved åbningerne af cyklodextrin, lægger sig langs de 
hydrofobe dele af galdesaltet og dermed dehydrerer dem.
Vores resultater viser, i modsætning til Schönbeck et 
al.3, at HP-kæderne ikke har samme effekt på de forskellige 
inklusionskomplekser. GDC og GCDC dehydreres næsten 
lige meget af HP-kæderne, og med måleusikkerheden i 
tankerne, må det siges, at HP-kæderne har samme ef-
fekt på komplekser med disse to galdesalte. Komplekser 
med GC dehydreres markant mindre end GDC og GCDC. 
Dette kunne skyldes, at GC, som det eneste af de benyt-
tede galdesalte har hydroxygrupper på både C7 og C12. 
GC har dermed et mindre hydrofobt overfladeareal, som 
kan dehydreres.
Det ses i øvrigt af ligning 5 , at dehydrering af polært 
overfladeareal trækker ΔCp i positiv retning, hvilket gør, 
at HP-kæderne giver en mindre ændring i ΔASA. Dette 
stemmer godt overens med resultaterne, da GC, som nævnt, 
har en ekstra polær gruppe i forhold til GDC og GCDC.
Tabel 4. Oversigt over ΔCp for kompleksdannelsen mellem γ-CD/HP- 
γ-CD og de undersøgte galdesalte.
Tabel 5. Tabellen viser ændringen i det udregnede hydrofobe overfalde 
areal, ΔASAnp, for komplekserne, samt differencen mellem γ-CD og HP-
γ-CD komplekser. Derudover er bidraget per HP-kæde udregnet.
(3)
(4)
(5)
(6)
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Konklusion
Stabil i tetskonstant ,  s tøkiometri  og molær komplek-
sationsenthalpi blev bestemt ved ITC ved 5-55 °C for 
kompleksdannelsen mellem de to cyklodextriner, γ-CD 
og HP-γ-CD, og tre galdesalte GC, GDC og GCDC. Kom-
pleksdannelse med γ-CD og GCDC førte til de højeste 
stabilitetskonstanter, hvilket er i overensstemmelse med 
tidligere konklusioner.10
Strukturen af inklusionskomplekserne blev undersøgt 
med 2D ROESY NMR. Overordnet set viste alle komplekser 
næsten samme struktur, hvor galdesaltet blev inkluderet 
i cyklodextrinen gennem den sekundære åbning med hele 
C- og D-ringen og halvdelen af B-ringen.
Alle komplekser,  med undtagelse af et ,  viste 1:1 
støkiometri ved alle temperaturer. Komplekset mellem 
γ-CD og GDC viste ved temperaturer under 35 °C ikke 1:1 
støkiometri, og der kunne være tale om 2:1 komplekser. 
Der skal dog yderligere strukturelle undersøgelser til 
for at bekræfte dette.
Den molære kompleksationsenthalpi viste en næsten 
lineær temperaturafhængighed, og på baggrunden af 
denne blev ændringen i isobarisk varmekapacitet (ΔCp) 
fundet. ΔCp var signifikant lavere for komplekser med 
HP-γ-CD end for de tilsvarende med γ-CD. Denne forskel 
i  ΔCp tilskrives, at HP-kæderne dehydrer det hydro-
fobe overfladeareal på galdesaltet. Ved at omskrive en 
empirisk formel af Myers et al.11 blev ændringen i det 
tilgængelige hydrofobe overfladeareal bestemt. Det blev 
udregnet, at hver HP-kæde dehydrerer 20 Å2 hydrofobt 
overfladeareal i GC-komplekser og 30 Å2 i GDC- og 
GCDC komplekser. Disse tal er henholdsvis.  2 og 3 
gange det, der tidligere er blevet rapporteret for HP-β-
CD komplekser,3 men bekræfter dog, at HP-kædernes 
primære effekt er at lægge sig langs de hydrofobe dele 
af galdesaltet og dermed dehydrere dette. Forskellen fra 
Schönbeck et al.3 kan, udover forskellen mellem β-CD 
og γ-CD, tilskrives forskellige modeller til udregning af 
ændringen i det tilgængelige hydrofobe overfladeareal. 
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Cyklodextriner og galdesalte: 
Cyklodextriner er opbygget af 6-8 glukoseenheder, der danner form som en keglestub med en hydrofil 
yderside og et upolært miljø på indersiden. Cyklodextriner, er kendt inden for medicinindustrien, hvor de 
bl.a. bruges til at distribuere upolært medicin i kroppen ved at forhøje opløseligheden af medikament. Dette 
sker ved dannelsen af et inklusionskompleks mellem medikamentet og cyklodextrinen, hvor der opstår en 
ligevægt mellem de frie stoffer og komplekset. Mekanismen bag inklusionen sker ved, at det upolære 
medikament sætter sig i hulrummet i midten af cyklodextrinen 
1
.  
 
 
 
Figur 1. Inklusionskompleks mellem medikament og cyklodextrin fra Stella et al.[2] 
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Cyklodextrins hydrofile ydre er årsagen til deres vandopløselighed, hvilket gør at inklusionskomplekset har 
større vandopløselighed end det frie medikament. Selve udskillelsen af medikamentet sker ved en kompetitiv 
binding til inklusionkomplekset, som sker i tyndtamen. Medikamentet er herved i stand til at vandre over 
cellevægen og blive optaget i blodet 
3, 4
.  
Der findes et utal af cyklodextriner, men de tre mest hyppigt forekommende er α-, β- og γ-CD 5. Forskellene 
ligger i størrelsen af ringen, da alle tre konformationer er polymerer af samme glykopyranoseenheder (figur 
2). 
 
Figur 2. Kemisk struktur af et glykopyranosenhed. 
Disse glykopyranosenheder binder sig sammen på position 1 og 4, og alt afhængig af størrelsen danner en α-
,β-eller γ-CD, med henholdsvis 6, 7 eller 8 glykopyranosenheder:  
 
Figur 3. Fra venstre mod højre: α-CD, β-CD og γ-CD. Figur fra http://www.chemiedidaktik.uni-
wuppertal.de/disido_cy/cyde/info/03_physical_cy.htm[6] 
 
Størrelsen af ringene begrænser, hvad der kan binde sig til komplekserne. α-CD er begrænset til at danne 
komplekser med små molekyler eller alifatiske stoffer, β-CD kan danne komplekser med aromatiske- eller 
heterocykliske molekyler, mens γ-CD kan binde sig til en lang række forskellige organiske stoffer, såsom 
makromolekyler eller steroider 
7. Sammenlignet med α- og β-CD, så har γ-CD mere favorable egenskaber 
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med hensyn til størrelsen af det indre hulrum, vandopløselighed og tilgængelighed, hvilket gør den mindre 
diskriminerende overfor større ligander 
5
. γ-CD har en højere opløselighed (232 g/L, 25 °C), end både α-CD 
(145 g/L, 25 °C) og β-CD (18,5 g/L, 25 °C). Den ekstra opløselighed gør det nemt at distribuere 
koncentrerede opløsninger med det ønskede medikament 
7
. 
(2-hydroxypropyl)- γ-cyklodextrin 
Der findes en kemisk modificeret γ-CD, (2-hydroxypropyl)-γ-CD (HP-γ-CD), hvor der på O2, O3 og O6 er 
blevet substitueret hydroxypropyl grupper på. Substitutionsgraden er et mål for, hvor mange HP-
substituenter, der sidder pr. glykoseenhed. Den maksimale substitutionsgrad er således 3, svarende til, at der 
sidder 3 HP-substituenter på alle glukoseenheder i cyklodextrinen. Dette ændrer de fysisk-kemiske 
egenskaber for cyklodextrin, i forhold til den naturlige γ–CD 8.  
Det har vist sig, at HP-γ-CD har en højere vandopløselighed (450 g/L, 25 °C), sammenlignet med naturlig γ-
CD (232 g/L, 25 °C) 
7, 9
. Det er muligt at lave cyklodextriner med substitutionsgrader på op til 3, men det vi 
bruger i vores forsøg har en substitutionsgrad på 0,6. Grundet den høje opløselighed er det interessant at 
undersøge om HP-grupperne kan forårsage samme effekt i et HP-γ-CD:galdesaltskompleks. 
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Galdesalte: 
Der findes, i tarmene på mennesker, rotter og hunde, syv forskellige galdesalte: taurocholate (TC) tauro-β-
muricholate (T-β-MC), taurodeoxychoalate (TDC), taurochenodeoxycholate (TCDC), glycocholate (GC), 
glycodeoxycholate (GDC) og glycochenodeoxycholate (GCDC) 
10
. Grundstrukturen, samt substituenter, for 
hver type galdesalt kan ses i figur 4.  
 
Galdesalte   Forkortelse R1 (C-7) R2 (C-12) 
Glycochenodeoxycholate  (GCDC) OH (α) H 
Glycodeoxycholate  (GDC) H OH  
Glycocholate  (GC) OH (α) OH 
Figur 4 Viser de tre brugte galdesaltes basale opbygning, samt de seks forskellige substituenter galdesalt kan have. Modificeret fra 
Holm, R. et al.8. 
Dette projekt fokuserer på at undersøge natrium glycohcholate (GC), natrium Glycodeoxycholate (GDC) og 
natrium glycochenodeoxycholate (GCDC).  
Udskillelsen af medikamentet bundet til cyklodextrin sker ved en spontan proces og kompetitiv binding med 
galdesalt. Den spontane proces er en dynamisk ligevægt mellem det frie- og bundne medikament. Kender 
man koncentrationen af medikamentet i tarmen er det muligt at forudsige hvor meget medikament der 
optages over tarmvæggen, og denne værdi afhænger af bindingskonstanten for galdesaltskomplekserne. 
Herved bliver molekylet udskiftet med galdesalt, og molekylet diffunderer over membranen i tyndtarmen, og 
ud i blodet 
3
.  
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Isothermal Titration Calorimetry (ITC) 
 
Isothermal Titration Calorimetry er en forholdsvis simpel og direkte metode, hvorpå man kan bestemme 
enthalpi, entropi, støkiometri og ligevægtskonstant for bindingen mellem en ligand og et makromolekyle. Ud 
fra disse værdier kan man udregne Gibbs fri energi og varmekapaciteten for reaktionen. 
 
 
 
Figur 5 over VP ITCs opbygning modificeret fra MiroCal, VP-ITC MicroCalorimeter - User's Manual11 
ITC’en består af to celler der er lukket inde i en indre kappe og derefter en ydre kappen for at minimere 
varmeudveksling for systemet, med omgivelserne, se figur 5. ITC’en fastholder disse to celler ved en 
bestemt termisk ligevægt. Den ene celle fungerer som reference og den anden som titreringscelle hvor 
  Sensor 
  Sensor 
  Hovedskrue 
Indsprøjtnings ventil 
Stempel 
Omrører 
Sprøjte 
Ydre kappe 
Titreringscelle 
Indre kappe 
 Referencecelle 
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reaktion der undersøges forløber. Reaktionen foregår ved 30 titreringer på hver 10 μL cyklodextrin, ligand, 
der tilsættes til galdesaltet, makromolekyle, i titreringscellen. For at få blandet de to stoffer, og skabe en 
ensartet reaktion, omrøres der konstant nede i cellen, da sprøjtespidsen er designet som en skrue og derved 
bliver spundet rundt på en fastsat hastighed.  
ITC’en registrerer om det er en endoterm/exoterm reaktion ved at måle, hvor meget varme der skal tilføres 
eller fjernes fra cellen, for at opretholde den termisk ligevægt. De målepunkter man ser, er udsving i 
energitilførslen til titreringscellen i forhold til referencecellen, da reaktionen mens den forløber udvikler 
og/eller absorberer energi. Disse udslag kan herefter integreres ved brug af en basislinje som dannes af 
analyse programmet ”MicroCal, LLC ITC”, hvorved der fås den varme, der udvikles og/eller absorberes ved 
binding af liganden til makromolekylet for hver titrering. Denne varme følger funktionen: 
  detBunAHVq 

 
Til de videre udregninger bruges den totale varme for reaktionen, der findes ved at tage den totale mængde af 
liganden der bundet, i stedet for ændringen i mængden der er bundet.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      
  detBunAHVQ 

 
Reaktion vil være en ligevægt mellem de frie cyklodextrinmolekyler (A) og galdesalte (B) samt komplekset 
mellem A og B (A:B). Der kan være flere bindingssteder per galdesalt, derfor angiver vi bindingssted med S 
og antallet af bindingssteder vil være lig med antallet af galdesalt ganget med bindingssteder på galdesaltet  
NBS   
Derved bliver udtrykket for ligevægten og ligevægts konstanten således: 
S+ AÛSA
  
 
   FrieFrit
a
SA
SA
K


 
Da aktuelle koncentrationer er svær at bestemme bruges forholdet mellem de frie, bundende og totale 
mængder af makromolekyle og ligand til substituering i ligevægtsligningen så der fås den totale 
koncentrationer: 
     
     SAAA
SASS
FritTotal
FrieTotal


 
(1) 
(1) 
(2) 
(3) 
(4) 
(5) 
(6) 
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Ved at tage disse forbehold fås: 
 
         SAASAS
SA
K
TotalTotal
a


 
Herefter simplificeres denne formel til følgende formel: 
                aTotalTotalTotalaTotalaa KASSAAKSASKSAKSA 
2
 
Da dette er en anden grads funktion kan den løses, til at få følgende formel: 
 
              
a
TotalaTotalTotalaaTotalTotalaaTotal
K
AKSAKKSAKKS
SA
2
411
22


 
Herefter kan vi omskrive formelen til igen at indeholde vores totale koncentration af makromolekylet ved at 
indsætte det tidligere definerede udtryk for ”S” ind i  funktionen, i stedet for S: 
     
 
              
a
TotalaTotalTotalaaTotalTotalaaTotal
N
K
AKNBAKKNBAKKNB
BA
2
411
22


 
Da koncentrationen af komplekset er det samme som koncentrationen af den bundende ligand, kan denne 
formel bruges til identifikation af de ønskede parametre ved en sammenkobling med formel 10, da man 
herved får en funktion for varmen som måles: 
 
     
              
HV
K
AKNBAKKNBAKKNB
Q
a
TotalaTotalTotalaaTotalTotalaaTotal



2
411
22
 
Dette er formelen der anvendes til bestemmelsen af parametrene Ka, enthalpien, entropien og støkiometrien. 
 
 
  
(7) 
(8) 
(9) 
(10) 
(11) 
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Resultater 
Her ses grafer af enthalpi for vores komplekser ved forskellige temperaturer, hvor der er blevet udregnet 
95% konfidensinterval for at bekræfte at ΔH signifikant.  
γ-CD:GC 
 
γ-CD:GDC 
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γ-CD:GCDC 
 
HP-γ-CD:GC 
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HP-γ-CD:GDC 
 
 
HP-γ-CD:GCDC 
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NMR teknikker og tilordninger 
For at tilordne protonerne i spektrene for de undersøgte cyklodextrin og galdesalt komplekser, er det 
nødvendigt først at tilordne protoner og kulstof atomer for de frie cyklodextriner og galdesalte. Tilordningen 
af protonerne i den naturlige γ-CD er relativt simpel, hvorimod HP-γ-CD er sværere. Tilordningen af 
protonerne i HP-γ-CD og i galdesaltene var besværlig, da mange protoner lå oveni hinanden i spektrene. Det 
er derfor nødvendigt at kigge på HSQC-spektre for disse molekyler. Et HSQC-spektrum viser koblinger 
mellem kulstof atomer og protoner. Hvis man har tilordnet 
13
C-spektret for et molekyle, kan man se, hvilke 
protoner der kobler til de allerede tilordnede C’er, og derved kan man tilordne protonerne. Man kan herved 
tjekke om ens tilordning af protoner er plausibel. En stor fordel ved HSQC er, at man bliver i stand til at 
skelne mellem protoner selvom deres toppe helt eller delvist overlapper. Med hjælp fra tidligere tilordninger 
af cyklodextriner og galdesalte foretaget af Schönbeck et al. 
12
 blev 
13
C-spektrene tilordnet for HP-γ-CD og 
de tre benyttede galdesalte, og derved blev det muligt at tilordne protonerne i disse. 
I figur 6 ses et simpelt HSQC spektrum af γ-CD. Dette er valgt, da det er nemt at skelne de forskellige toppe 
og derfor vise, hvad HSQC kan bruges det. Som det ses af figuren ses relationer mellem C’er og H’er som en 
cirkelformet plamage. Dette er i virkeligheden højdekurver, der viser, hvor intens koblingen er. 
Hvis det er svært at skelne mellem 
13
C toppene, og man ikke har tilordnet 
1
H spektret, kan det hjælpe at 
kigge på H2BC og HMBC spektrene. Disse består, ligesom HSQC, af et 
13
C spektrum og et 
1
H spektrum, 
men her vises kun koblinger mellem C’er og H’er igennem hhv. to og tre-fire bindinger. Dette gør en i stand 
til at skelne de enkelte C’er fra hinanden, hvilket gør en tilordning mulig. 
Figur 6. HSQC spectrum af γ-CD. Til venstre ses 13C spektret og øverst 1H spektret. Fra venstre er tilordningen af 
protonerne: H1, H3, H5/H6, H2 og H4. Den høje top ved 4,7 ppm skyldes vand i prøven.  
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Når de frie galdesalte og cyklodextriner er tilordnet, kan komplekserne mellem dem tilordnes. Mange kulstof 
atomer og protoner ændrer kemisk skift ved kompleksation, men man kan starte med at basere sin nye 
tilordning på den gamle. Man kan se på HSCQ og HMBC spektrene, om den nye tilordning er korrekt. Som 
det ses på figur 7, der er et kombineret HSQC/HMBC spektrum af γ-CD:GCDC, kan disse kombinerede 
spektre være komplicerede, men ved at gå metodisk fremad og tilordne lidt ad gangen, er de yderst 
anvendelige. Fremgangsmåden til at tilordne sådanne spektre er grundlæggende den samme som til at 
tilordne det simple spektrum i figur 6.  
Når komplekserne er blevet tilordnede, og man har styr på alle cyklodextrin- og galdesaltsprotoner, kan man 
få vigtige informationer ud af et ROESY spektrum, se figur 8. Det specielle ved et ROESY spektrum er, at 
det ikke viser koblinger gennem kemiske bindinger, men gennem rum. Spektret består af to ens proton 
spektre, og der er derfor en symmetriakse gennem spektret. Det man ser i spektret er korrelationer mellem 
protoner, der er i nærheden af hinanden. Protoner på samme molekyle, som sidder lige ved siden af hinanden 
Figur 7. Del af kombineret HSQC (blå) / HMBC (rød) spektrum af γ-CD/GCDC komplekset. Tilordningen af dette 
spektrum er sket med hjælp fra data fra Christian Schönbeck (personlig korrespondance).  
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vil selvfølgelig lave kraftige ROESY korrelationer, men de mest interessante 
 
korrelationer er dem mellem to protoner fra hver sit molekyle. De galdesaltsprotoner, der bliver inkluderet i 
cyklodextrinenen vil vise korrelation til cyklodextrinprotoner alt efter, hvordan galdesaltet bliver inkluderet. 
Alene det at der observeres korrelation mellem galdesaltsprotoner og de indre cyklodextrinprotoner (H3 og 
H5) er et bevis for, at der dannes et inklusionskompleks mellem dem. 
  
Figur 8. Del af ROESY spektrum af γ-CD/GCDC kompleks. Den udvalgte del af spektret er den del, hvor galdesalts 
protoner (øverst) viser korrelation til CD protoner (til venstre). 
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